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Biološka zdravila sodijo v skupino najbolj prodajanih zdravil in število novih zdravil iz te 
skupine je v strmem porastu. Biološka zdravila so zelo heterogena skupina, ki zaobjema tudi 
rekombinantne biološke učinkovine, izmed teh pa so najpogostejša protitelesa. Pri 
formulacijah z zadnjimi je v zadnjih letih opazen trend povišanja koncentracij, ki pogosto 
presegajo 100 mg/ml. Pri visokih koncentracijah imajo proteini še večjo tendenco k 
denaturaciji in agregaciji. Da bi te procese preprečili, se k raztopinam proteinov dodaja PAS, 
predvsem PS20 ali PS80, ki sta prisotna pri več kot 80 % formulacij. Slednja sta neionski 
PAS, ki med drugim učinkovito preprečujeta denaturacijo proteinov oz. njihovo agregacijo. 
Uporabljata se v širokem razponu koncentracij, ki je v večini primerov v območju od 0,01 
mg/ml do 1,00 mg/ml. K temu pripomore njun visok HLB in nizka CMC. Po drugi strani pa 
imata PS20 in PS80 tudi slabosti, saj sta oba dovzetna na oksidacijo in hidrolizo. Velik 
problem predstavlja predvsem hidroliza esterske vezi, ki je lahko encimsko ali neencimsko 
katalizirana. Produkti hidrolize izgubijo svoje amfifilne lastnosti, kar vodi v koloidno 
nestabilnost oz. so sami slabo topni in agregirajo (npr. maščobne kisline). 
Z namenom povečanja stabilnosti PS smo v magistrski nalogi pripravili štiri analoge PS20 
in PS80, pri čemer smo estersko skupino zamenjali za kemijsko stabilnejši karbamat. V prvi 
fazi eksperimentalnega dela smo iskali ustrezne reakcijske pogoje in pogoje izolacije, ki bi 
omogočili iz PS20 oz. PS80 pridobiti nezaestren POE sorbitan, na katerega smo v drugi fazi 
vezali ustrezen izocianat. Uporabili smo dodecil in oktadecil izocianat. Samostojno smo 
pripravili tudi izocianat iz oleilamina in mešanico izocianatov, ki smo ju prav tako uporabili 
pri sintezi analogov. Karbamatnim produktom smo določili CMC in izračunali HLB 
vrednosti ter tako dokazali površinsko aktivne lastnosti, ki so ključne za stabilizacijo 
sistema. Na koncu smo želeli primerjati njihovo kemijsko stabilnost v primerjavi s PS20 in 
PS80. Le-te neposredno nismo dokazali, čeprav se ta nakazuje. S tem smo odprli pot do 
novih potencialnih polisorbat karbamatov za stabilizacijo terapevtskih proteinov.  
 
 




Biopharmaceuticals are one of the best-selling groups of drugs and the number of new drug 
applications is in incline. Biologics are a very heterogeneous group that also encompasses 
therapeutic proteins, of which the most common are antibodies. For formulations with the 
latter, a trend of increasing concentrations, often exceeding 100 mg/ml, has been observed 
in recent years. At high concentrations, proteins have an even greater tendency to denature 
and aggregate. To prevent these processes, surfactants, especially polysorbates PS20 or 
PS80, are added to protein solutions in more than 80% of formulations. The latter are non-
ionic surfactants that, among other things, effectively prevent the denaturation of proteins 
or. their aggregation. They are used in a wide range of concentrations, in most cases ranging 
from 0.01 mg/ml to 1.00 mg/ml. Their high HLB and low CMC contribute to this. On the 
other hand, PS20 and PS80 also have disadvantages, as they are both susceptible to oxidation 
and hydrolysis. A major problem is the hydrolysis of the ester bond, which can be 
enzymatically or non-enzymatically catalyzed. The products of hydrolysis lose their 
amphiphilic properties, which leads to colloidal instability or are the products poorly soluble 
and aggregate (e.g. fatty acids). 
In order to increase the stability of PS, we prepared four analogs of PS20 and PS80 in the 
master's thesis, replacing the ester group with a more chemically stable carbamate. In the 
first phase of the experimental work, we developed appropriate reaction conditions and 
isolation procedure, that allowed us to obtain un-esterified POE sorbitan in high yield and 
purity from commercially available PS20. In the second phase corresponding isocyanate was 
reacted with un-esterified POE sorbitan to produce carbamate. Commercially available 
dodecyl and octadecyl isocyanate were used, however we also prepared an oleylamine 
isocyanate and a mixture of isocyanates from corresponding amines. CMC was determined 
for carbamate products and HLB values were calculated, thus proving the surface-active 
properties that are crucial for system stabilization. In the end, we tried to compare their 
chemical stability to PS20 and PS80. We could not directly prove this, although our 
experiments indicated this. This research paves the way for new potential polysorbate 
carbamates to stabilize therapeutic proteins. 
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Seznam okrajšav 
CMC kritična micelarna koncentracija 
DKM diklorometan 
DMAP 4-dimetilaminopiridin 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
EtOAc etilacetat 
EtOH etanol 
FS fluorescenčna spektrometrija 
Hex heksan 
His histidin 
HLB hidro-lipofilno ravnotežje 
KR končna raztopina 
LC – MS tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
HESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
MeOD devteriran metanol 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MK maščobne kisline 
NMR jedrska magnetna resonanca 
OR osnovna raztopina 




R2 korelacijski koeficient 
Rf retencijski faktor 




1.1. Biološka zdravila 
Biološka zdravila spadajo med ene najbolj prodajanih skupin zdravil. Prvo biološko zdravilo 
je bilo na trgu leta 1982. To je bil rekombinantni insulin, ki mu je sledil rekombinantni rastni 
hormon. Glede na delitev Evropske agencije za zdravila (EMA) poznamo pet osnovnih 
skupin bioloških zdravil: 
 tradicionalno pridobljena z izolacijo iz rastlin, živali ali človeka, 
 pridobljena s fermentorsko tehnologijo, 
 rekombinantne biološke učinkovine, 
 sintezno pridobljeni peptidi, 
 genske zdravilne učinkovine. 
Rekombinantne učinkovine so pridobljene z vnosom gena, ki kodira želeno učinkovino v 
ustrezno gostiteljsko celico. Na ta način so pridobljeni hormoni, kot so npr. insulin, 
glukagon, eritropoetin in ostali. Tako pridobivamo tudi encime, dejavnike strjevanja krvi, 
citokine in druge proteine. Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so najobširnejša skupina 
rekombinantnih učinkovin. V telesu jih tvorijo limfociti B ob stiku z antigeni (1). Poznamo 
monoklonska protitelesa in poliklonska protitelesa. Monoklonska so usmerjena proti enemu 
antigenu, poliklonska pa proti večim (2). Delimo jih na 5 razredov. To so A (dimer), D 
(monomer), E (monomer), G (monomer) in M (pentamer). Grafično jih prikazujemo v obliki 
črke Y. Sestavljeni so iz dveh težkih in dveh lahkih verig, povezanih z disulfidno vezjo (Slika 
1). Vsaka lahka veriga ima dva dela. En del je variabilen, drugi konstanten. Medtem ima 
težka veriga en del variabilen in tri konstantne dele (Slika 1) (3). Največja variabilnost je na 
paratopu, imenuje se hipervariabilna regija. Omogoča vezavo protitelesa na vezavno mesto 
antigena, imenovano epitop. S konstantnim delom protitelo omogoča aktivacijo 





Slika 1: Shematski prikaz strukture protiteles (4). 
Največji delež rekombinantnih bioloških učinkovin predstavljajo monoklonska protitelesa. 
Poznamo mišja, himerna, humanizirana in humana (Slika 2). Razlikujejo se po deležu 
mišjega ter humanega dela (1). Mišja so pridobljena s hibridomsko tehniko. S tehnologijo 
rekombinantne DNA so pridobljena himerna in humanizirana protitelesa. Himerna so 70 % 
humana in 30 % mišja, pri čemer imajo konstantni del popolnoma human. S tem je manj 
imunogenosti, obenem pa omogoča boljšo interakcijo s človeškimi efektorskimi celicami in 
komplementom. Humanizirana so 85–90 % humana in vsebujejo hipervariabilni mišji del. 
Humana protitelesa ne vsebujejo mišjega dela. Pridobljena so z uporabo transgenih miši ali 
z bakteriofagnim prikazom. Za razliko od mišjih protiteles humana protitelesa izkazujejo 






Slika 2: Vrste protiteles, kjer rdeča barva predstavlja mišji del protitelesa in zelena humani 
del (5). 
Peptidi vsebujejo manj kot 50 aminokislin. Pridobivamo jih lahko s tehnologijo 
rekombinantne DNA ali pa sintezno na trdnih nosilcih. Slednja je uporabljena takrat, ko gre 
za krajše peptide (npr. kalcitonin, vazopresin, oksitocin …). Sinteza daljših je ekonomsko 
neupravičena. Genska zdravila so na drugi strani učinkovine, kjer je v telo vnesen genski 
segment, ki v telesu vpliva na sintezo proteina oz. uravnavanje delovanja genov z aktivacijo 
ali zaviranjem procesov prepisovanja oz. prevajanja. V telo jih lahko vnesemo preko 
virusnih vektorjev, nanodelcev, liposomov in podobno (1). 
Vsa zdravila lahko imajo neželene učinke in rekombinantna biološka zdravila niso izjema. 
Povzročajo lahko imunogenost, ki je posledica porušitve nativne oblike proteina. Izpostavijo 
se hidrofobni deli aminokislin, kar vodi v telesu do nastanka imunogene reakcije in tvorbe 
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specifičnih protiteles. Poleg imunogenosti se lahko pojavijo neželeni učinki kot posledica 
prekomerne reakcije z želenimi tarčami ali vezave protiteles na druge neželene tarče.  
Poznamo rekombinantne učinkovine prve generacije, pri katerih v strukturo proteinov še ni 
bilo posegov, in sekundarne ter terciarne generacije proteinov, kjer je ta struktura 
spremenjena (1). Le-to lahko spremenijo s spremembo nukleotidnega zaporedja ali s 
posttranslacijskimi spremembami (6). 
Rekombinantna biološka zdravila se aplicirajo paranteralno. Največji problem je namreč 
njihova razgradnja in denaturacija pod vplivom topil, encimov, nizkih pH vrednosti in 
podobno (1). Zaradi paranteralne aplikacije je pomembno, da je raztopina biološkega 
zdravila sterilna, apirogena in brez prisotnih trdnih delcev (7).  
Tipične koncentracije proteina v formulacijah s terapevtskimi proteini se nahajajo v območju 
od 1 mg/ml pa vse do 100 mg/ml ali več. V zadnjem času prihaja na trg vse več formulacij 
z visokimi koncentracijami proteina, tj. 100 mg/ml ali več. Posledično so zaradi tako visokih 
koncentracij nagnjeni k intermolekularnim interakcijam, kar vodi do agregacije (8). Proteini 
so nestabilni v bioloških zdravilih in predstavljajo izziv pri oblikovanju končne farmacevtske 
oblike. Pomembno je, da se ohrani njihova nativna oblika in s tem biološka aktivnost (9). 
Vsaka sprememba nativne oblike, kot so npr. kemijska sprememba ali denaturacija, lahko 
vodi v imunogenost (10). Z namenom povečanja njihove varnosti, kakovosti in učinkovitosti 
so zdravilom s terapevtskim proteinom dodane pomožne snovi. Tipično takšno zdravilo 
poleg zdravilne učinkovine vsebuje še pufer, snovi za uravnavanje toničnosti in 




1.2. Površinsko aktivne snovi 
PAS se zaradi svoje amfifilne zgradbe porazdeljujejo na meji med dvema fazama (tekoče– 
tekoče, tekoče–plinasto in tekoče–trdno). Sestavljeni so iz hidrofilnega in lipofilnega dela 
(Slika 3). Lipofilni del predstavljajo največkrat nasičene ali nenasičene verige 
ogljikovodikov, ki vsebujejo od 8 do 18 C atomov. Polarna oz. hidrofilna glava pa je lahko 
anionska, kationska ali neionska (12, 13). 
 
Slika 3: Shematski prikaz PAS. 
Anionske PAS imajo polarno glavo negativno nabito, prevladujejo predvsem fosfati, 
karboksilati, sulfati in sulfonati (npr. natrijev dodekanat, natrijev dodecilsulfat in natrijev 
dioktil sulfosukcinat). So široko uporabni zaradi njihove nizke cene, uporabljajo se za 
čiščenje površin. Kationski imajo pozitivni naboj v hidrofilnem delu, najpogostejše so 
kvarterne amonijeve soli (npr. cetiltrimetilamonijev bromid). Benzalkonijev klorid se 
uporablja tudi kot konzervans. Amfotermni so v odvisnosti od pH medija sposobni izražati 
oba naboja; v kislih medijih izražajo pozitiven naboj, v alkalnih pa negativnega. V 
izoelektronski točki so v obliki iona dvojčka in izražajo negativni ter pozitivni naboj. So 
dobro topni v vodi, stabilni in kompatibilni z ostalimi PAS. Najbolj znan predstavnik je 
lecitin. Neionski nimajo naboja in ne disociirajo v vodnih medijih, tipični predstavniki so 
polisorbati (PS) (13). 
Delimo jih lahko tudi glede na vrednosti hidro-lipofilnega ravnotežja (HLB) (13). HLB je 
merilo površinsko aktivnih lastnosti, s katerim opredelimo njeno hidrofilnost ali lipofilnost. 
Za neionske emulgatorje lahko HLB vrednosti izračunamo po naslednji formuli: 
𝐻𝐿𝐵 = 20 𝑥 
𝑚𝑎𝑠𝑎 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑑𝑒𝑙𝑎 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙𝑒
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑜𝑡𝑛𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙𝑒
 
Tipične vrednosti neionskih PAS se gibljejo v območju od 0 do 20. Večji kot je hidrofilni 
del molekule, večja je vrednost HLB. Manjši kot je, nižja je vrednost HLB (14).  
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Delitev glede na HLB: 
 3–6; so bolj lipofilni, tvorijo emulzije tipa V/O (voda v olju) in micele v lipofilnejših 
medijih, 
 8–18; so bolj hidrofilni, tvorijo emulzije O/V (olje v vodi) in micele v vodnih 
medijih, lahko se uporabljajo tudi kot solubilizatorji, 
 7–9; so močljivci. 
Običajno se PAS kombinirajo glede na različne vrednosti HLB (13). 
PAS znižajo medfazno napetost, zato se največkrat uporabljajo kot emulgatorji, kjer 
omogočijo nastanek emulzije. Opravljajo lahko tudi vlogo solubilizatorja, kjer se vežejo na 
netopne delce in omogočajo njihovo dispergiranje ter nastanek suspenzije oz. se vgradijo v 
micele in tvorijo bistro raztopino. Pri suspenzijah se uporabljajo tudi močljivci, ki poleg 
znižanja medfazne napetosti zmanjšajo tudi kot močenja in tako pripomorejo k njihovi boljši 
stabilnosti (12). PAS začnejo pri nizkih koncentracijah zasedati medfazne površine (Slika 4) 
(13). Lipofilni deli so obrnjeni stran od hidrofilnih topil oz. vode. S tem dosežejo stanje z 
najnižjo prosto energijo oz. termodinamsko stabilno stanje (15). Pri določeni koncentraciji, 
ki ji rečemo kritična micelarna koncentracija (CMC), se medfazne površine zapolnijo. Pod 
vplivom hidrofobnega efekta se začnejo v vodni fazi tvoriti miceli. Nastane koloidna 
raztopina (Slika 4) (13). CMC je pomemben parameter PAS, ki ga lahko določamo na več 
načinov. Merimo lahko fizikalno-kemijske značilnosti raztopin, kot so električna 
prevodnost, površinska napetost in sipanje svetlobe. Lahko pa jo določimo tudi fotometrično 
ali fluorometrično. Potrebno je pripraviti raztopine različnih koncentracij pod vrednostjo 
CMC kot tudi nad vrednostjo CMC (15, 16).  
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Slika 4: Organiziranost PAS v raztopini pri koncentraciji manjši od CMC (A) in večji od 
CMC (B). 
CMC je močno odvisna od metode določanja. Pri merjenju fluorescence imajo lahko vpliv 
fluorescenčni reagenti kljub majhni dodani količini (16). Prav tako je odvisna od površinske 
napetosti, viskoznosti, temperature in prevodnosti raztopine. Višja temperatura naj bi znižala 
vrednost CMC na račun prekinitve vodikovih vezi med PAS in molekulami vode. Mnogo 
študij poroča, da ne gre za natančno vrednost, ampak predstavlja CMC interval koncentracij 
(13, 17). 
Merjenje intenzitete signala s fluorescenčno tehniko temelji na okoljski občutljivosti 
nekaterih fluoroforov. Pri teh se intenziteta fluorescence in položaj emisijskega maksimuma 
pri raztopini brez micelov ali raztopini z miceli močno razlikuje. Primer takšnega fluorofora 
je nilsko rdeče; pri nizkih koncentracijah PAS se nilsko rdeče nahaja v polarnem vodnem 
mediju, zato je fluorescenca zelo šibka. Nad CMC se začnejo tvoriti miceli, kamor se vgradi 
tudi nilsko rdeče, pri čemer se intenziteta fluorescence močno poveča, maksimum emisije 
pa se pomakne k nižjim valovnim dolžinam. Poznamo tudi fluorofore, ki oddajajo 
intenzivnejše signale v polarnejšem okolju, vendar je teh zelo malo (npr. derivati 




PS so najpogostejše PAS, ki jih dodajamo zdravilom s terapevtskimi proteini. Sodijo v 
skupino neionskih PAS in se za razliko od PAS z nabojem vežejo na proteine z dosti manjšo 
afiniteto. Slednje zagotovi, da ob vezavi ne pride do denaturacije proteina, kot je to značilno 
za ionsko PAS (20). PAS na medfazi oz. šibko vezani na površine proteinov zmanjšajo 
agregacijo, denaturacijo in vezavo proteinov na razne površine, npr. filtre, vsebnike in 
podobno. Njihov namen je preprečevati nestabilnosti bioloških zdravil v samem procesu 
izdelave, kot tudi njihovih končnih oblik. PS kompetitivno zavirajo adsorpcijo proteinov na 
hidrofobne medfazne površine in/ali preprečijo proteinsko agregacijo preko specifičnih 
interakcij s proteinskimi molekulami (11). 
Hidrofilni del PS predstavlja sorbitan, kjer je vsaka od štirih hidroksilnih skupin povezana z 
verigo POE. Vsaj ena hidroksilna skupina na koncu POE je zaestrena z maščobnimi 
kislinami, ki predstavljajo lipofilni del PS. Njihova sinteza se začne z dehidratacijo sorbitola 
do sorbitana oz. izosorbida, ki sta poglavitna produkta, a pri dehidraciji nastajajo še mnogi 
drugi (Slika 5). Nadalje sledi reakcija sorbitana z etilen oksidom, ki tvori štiri 
polioksietilenske (POE) verige, skupno pa z eno molekulo sorbitana reagira v povprečju 20 
molekul etilen oksida (8, 11). Na koncu sledi esterifikacija z maščobnimi kislinami, pri 
čemer se lahko z eno molekulo polioksietilen (POE) sorbitana zaestri od ena do štiri 
maščobne kisline. Lahko bi rekli, da so PS izredno heterogena mešanica različnih molekul, 
ki se razlikujejo glede na ciklični eter v jedru molekule, dolžino in distribucijo POE verig, 
stopnjo zaestrenosti in tip maščobne kisline (dolžina alkilne verige, nasičenost oz. 
nenasičenost), ki tvori estersko vez. Poleg tega PS vsebuje znaten delež nezaestrenega POE 





Slika 5: Sinteza PS 20 (11, 21). 
PS20 in PS80 sta najpogosteje uporabljena PS pri izdelavi bioloških zdravil (10). Razlikujeta 
se le po sestavi in deležu maščobnih kislin, s katerimi so zaestrene končne hidroksilne 
skupine POE verig, kar je definirano tudi v farmakopeji (Tabela 1 in 2). V splošnem pri 
PS20 prevladujejo krajše nasičene maščobne kisline, medtem ko pri PS80 daljše nenasičene 
maščobne kisline. Načeloma se uporabljajo v koncentracijah od 0,01 mg/ml do 1,00 mg/ml. 
Učinkovito preprečujejo agregacijo tudi v nizkih koncentracijah na račun njihovega 
visokega HLB in nizkega CMC (22). HLB vrednost za PS20 je 16,7 in CMC 60 mg/l (23). 
Za PS80 je HLB 15 in CMC 13–15 mg/l (24). 
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Tabela 1: Sestava PS20 povzeta po Evropski farmakopeji 10.0 (8, 25, 26). 
Maščobna kislina Struktura oz. molekulska formula Zahtevan delež 
Kaprojska kislina oz. 
heksanojska kislina 
CH3(CH2)4COOH ≤ 1,0 % 
Kaprilna oz. 
oktanojska kislina 
CH3(CH2)6COOH ≤ 10,0 % 
Kaprinska oz. 
dekanojska kislina 
CH3(CH2)8COOH ≤ 10,0 % 
Lavrinska oz. 
dodekanojska kislina  
























Tabela 2: Sestava PS80 povzeta po Evropski farmakopeji 10.0 (8, 25, 26). 






























≤ 4,0 % 
 
Kakovost PS20 in PS80 je regulirana s številnimi farmakopejami. Glede na prisotne 
nečistoče delimo PS na »multi-compendial grade«, ki ustrezajo specifikacijam iz japonske, 
evropske, ameriške in britanske farmakopeje. Nadalje jih delimo na novo generacijo PS 
»superior grade«, ki ima boljšo fotostabilnost. »Superior grade« se naprej deli na »super 
refined« z nizko vsebnostjo peroksidov, endotoksinov in nečistoč ter na »ultrapure« z 
najmanj 98 % zaestrenostjo z oleinsko kislino (11). Naštete delitve PS na različne 
kakovostne razrede so uveljavili proizvajalci PS in nima osnove v farmakopeji. Izjema je 
»ultrapure« PS80, katerega uporabo pri bioloških rekombinantnih zdravilih predpisuje 
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kitajska farmakopeja in ni skladen z evropsko ter ameriško farmakopejo, ki predpisujeta 
maksimalno 58,0 % delež oleinske kisline. 
Zelo heterogena sestava se odraža tudi pri specifikacijah, ki jih predpisuje evropska 
farmakopeja. Farmakopejska kakovost je definirana z različnimi fizikalno kemijskimi 
preskusi in predpisanimi vrednostmi (Tabela 3) (25). 
Tabela 3: Farmakopejske specifikacije za PS20 in PS80 povzete po Evropski farmakopeji 
10.0 (8, 25). 
 PS20 PS80 
Kislinsko število (2.5.1), mg 
KOH/g 
≤ 2,0 ≤ 2,0 
Hidroksilno število (2.5.3, 
Metoda A), mg KOH/g 
96–108  65–80  
Peroksidno število, 
meqO2/kg 
≤ 10,0 ≤ 10,0 
Saponifikacijsko število, 
mg KOH/g 
40–50  45–55  
Etilenoksid (2.4.25, Metoda 
A) 
≤ 1ppm ≤ 1ppm 
Dioksan (2.4.25, Metoda A) ≤ 10 ppm ≤ 10 ppm 
Voda (2.5.12) ≤ 3,0 % na 1,00 g ≤ 3,0 % na 1,00 g 
Skupna vrednost nečistoč 
(2.4.16) 
≤ 0,25 % na 2,0 g ≤ 0,25 % na 2,0 g 
 
Najpogostejša razgradnja PS poteka preko mehanizma oksidacije ali hidrolize. Nastali 
produkti lahko delno ali povsem izgubijo svoje amfifilne lastnosti, kar vodi v nestabilnost 
formulacije. Kinetika pri obeh vrstah razgradnje narašča s temperaturo (11). Kishori in 
sodelavci so izvedli raziskavo dolgoročne stabilnosti PS. Raziskave so izvajali pri 
temperaturah 5 °C, 25 °C in 40 °C ter pH 5,5. Za slednjega so se odločili, ker je ta najbolj 
pogost v tekočih oblikah terapevtskih proteinov. Ugotovili so, da je hidroliza zanemarljiva 
pri relativno nizkih temperaturah od 5 °C do 25 °C. Pri teh temperaturah prevladuje 
predvsem avtooksidacija. Hidroliza je imela pomemben vpliv na razgradnjo pri 40 °C. 
Razpolovni čas PS je bil 5 mesecev (27). Če primerjamo PS20 in PS80, je za oksidativni 
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razpad bolj dovzeten slednji, ker ima bistveno večji delež nenasičenih maščobnih kislin (8). 
Produkti oksidacije so lahko peroksidi, ketoni, aldehidi in proste maščobne kisline (Slika 6). 
Hidroliza PS je glede na mehanizem encimska ali kemijska. Glavni razgradni produkti so 
proste maščobne kisline in POE sorbitan. Kemijska hidroliza se pogosteje pojavi pri 
shranjevanju pri višjih temperaturah in je lahko tako bazično kot kislinsko katalizirana. 
Encimska je lahko posledica nekaterih encimov (esteraz in lipaz), ki jih med fazo čiščenja 
terapevtskega proteina niso v zadostni meri odstranili. Teh je lahko zelo malo, a lahko 
sčasoma razgradijo dovolj PS, da to ogrozi stabilnost formulacije (11). 
 
Slika 6: Možna mesta razgradnje PS80 (28). 
Za kvantifikacijo PS v biofarmacevtskih izdelkih je predhodno potrebno odstraniti 
terapevtski protein. Le-te se lahko odstrani z ekstrakcijo na trdnem nosilcu oz. obarjanjem z 
organskim topilom. Najbolj pogosta tehnika za separacijo PS je reverznofazna tekočinska 
kromatografija, kjer je separacija odvisna od hidrofobnosti molekul. Prvi se eluira POE 
sorbitan, ki ni zaestren, sledijo mono-, di- in poliestri (8). Težavo pri analitiki PS predstavlja 
odsotnost dobrega kromofora, kar onemogoča analizo tako čistega PS, kot PS v formulaciji 
s tehnikami, ki temeljijo na absorpciji UV-VIS svetlobe. Za detekcijo se tako pogosto 
uporabljata ELSD detektor (angl. »evaporative light scattering detector«) in CAD detektor 
(angl. »charged aerosol detector«). Za obe tehniki je značilno, da po separaciji na 
kromatografski koloni mobilno fazo nebuliziramo, kapljicam aerosola nato uparimo topilo, 
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da ostanejo le nehlapne komponente. Pri detekciji s CAD nato delce nabijemo in merimo 
naboj, medtem ko pri ELSD delce zaznamo s sipanjem svetlobe. Obe tehniki sta odvisni od 
velikosti delcev oz. njihove mase. Odziva detektorjev glede na masno koncentracijo analita 
sta v obeh primerih nelinearna; pri ELSD gre za eksponentno krivuljo pri CAD pa za 
parabolo. Masna spektrometrija je manj primerna za kvantifikacijo PS, ker gre za zmes 
spojin, zelo pa je uporabna pri identifikaciji PS in produktov razgradnje PS. Običajno se 
uporablja tehnika, sklopljena s tekočo ali plinsko kromatografijo. NMR poda informacije o 
celotni sestavi, kot sta porazdelitev verig PEG in količina nezaestrenih etilenoksidov, ni pa 
učinkovit za zaznavanje razgradnih produktov (29).  
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1.4. Karbamati 
Karbamatna skupina je glavni strukturni element številnih zdravil in predzdravil. Število 
vztrajno narašča na račun številnih pozitivnih interakcij s karbamatno skupino. Prav tako se 
uporabljajo v kmetijstvu v obliki pesticidov, fungicidov in herbicidov. Pomembni so v 
kemijski in slikarski industriji kot vhodne snovi, intermediati in topila. Uporabljajo se kot 
zaščitna skupina za aminske skupine v organskih sintezah. Ščitijo amin pred kislinami, 
bazami in hidrogenizacijo. Karbamati so sposobni tvoriti intra- in intermolekularne 
interakcije s tarčnimi encimi in receptorji.  
Pripravljeni so lahko na različne načine (Slika 7). Poznane so tradicionalne metode: 
Hofmannova prerazporeditev amidov, Curtiosova prerazporeditev acil azidov, reduktivna 
karbonilacija nitroaromatov, karboksilacija aminov, reakcija alkoholov z izocianati in 
alkilacija z ogljikovim dioksidom.  
Za Hoffmannovo prerazporeditev (metoda I) je značilna pretvorba primarnega 
karboksamida do amina ali karbamata z redukcijo enega ogljika. Znan klasični reagent je 
alkalna bromova raztopina, ki pa je nezanesljiva. Alternative so MeOBr, PhI(OAc)2, NBS-
CH3ONa, NBS-KOH. Uporabljajo se v prebitkih, kar pa spet ni priročno. Curtiosova 
prerazporeditev acil azidov (metoda II) je termična razgradnja acil acida do izocianta. Acil 
azidi so pripravljeni iz acil kloridov, mešanih anhidridov ali hidrazidov. Izocianate (metoda 
IV) lahko pripravimo tudi iz fosgena oz. njegovih derivatov. Ti reagenti so toksični in 
korozivni, zato jih pri sintezi karbamatov v veliki meri nadomešča ogljikov dioksid (metoda 
III). Pogosto se za sintezo karbamatov uporabljajo tudi alkil kloroformati (metoda V). Vsi 
omenjeni reagenti kažejo pomanjkljivost na račun dolgega reakcijskega časa. Tako so se 
začele uporabljati alternativne reakcije z aktiviranimi mešanimi karbonati, ki nastanejo v 
sintezi izbranega alkohola z reagenti, kot so: PNPCOCl, BTBC, DPC, DSC. Nadalje 
aktivirani karbonati reagirajo z izbranimi amini do karbamatov (30). 
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Slika 7: Sinteza karbamata po tradicionalnih metodah. 
Karbamati so v primerjavi z estri bolj stabilni. K stabilnosti karbamatnega dela pripomore 
resonančna stabilizacija. Obstajajo tri oblike resonančne strukture (Slika 8) (30). Stabilnost 
karbamata v kislih ali bazičnih pogojih je odvisna od stabilnosti nastalega karbokationa ali 
karboaniona. Večja kot je stabilnost, lažja je cepitev vezi (31). V primerjavi z amidi 
izkazujejo zelo dobro kemijsko in proteolitsko stabilnost. Amidna vez je za razliko od 
karbamata manj in vivo stabilna, z neustreznimi farmakokinetičnimi lastnostmi in nizko 
biološko uporabnostjo. Zaradi tega se uporabljajo predvsem kot nadomestki peptidne vezi, 
obenem pa dobro prehajajo tudi celične membrane (30). 
 
Slika 8: Resonančna stabilnost karbamata (30). 
  
metoda I metoda II 
metoda III 
metoda IV metoda V 
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Veliko karbamatov kratkotrajno in reverzibilno zavira sinaptično acetilholinesterazo. 
Slednje se izkorišča predvsem za zatiranje insekticidov (npr. aldikarb, karbaril, primikarb in 
podobni). Ob njeni neaktivnosti pride do kopičenja acetilholina, saj je njegova razgradnja do 
ocetne kisline in holina onemogočena. Za zastrupitev je po začetni stimulaciji muskarinskih 
in nikotinskih receptorjev značilna blokada živčno mišičnega prenosa. Kopičenje 
acetilholina lahko vodi do holinergičnega toksindroma. Klinična slika je podobna zastrupitvi 
z organofosfornimi spojinami, vendar se kaže v blažji obliki. Pojavi se od 30 minut do 2 h 
po zaužitju. Vezava na muskarinske receptorje lahko vodi do mioze, diareje, 
nenadzorovanega uriniranja, bronhospazma, slabosti, slinjenja in solzenja. Spodbujanje 
nikotinskih receptorjev pa do tremorja ali celo paralize mišic in posledično zadušitve. 
Učinkoviti protistrup je atropin (32, 33).  
Poznana so tudi zdravila s karbamatno skupino. Uporabljajo se za različne indikacije. 
Rivastigmin se uporablja za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni in demence povzročene z 
Parkinsonovo boleznijo (Slika 9). Deluje kot reverzibilni inhibitor acetilholinesteraze in 
butirilholinesteraze. Albendazol in mabendazol sta širokospektralna antihelmintika. 
Retigabin se svojimi antikonvulzivnimi lastnosti uporablja za zdravljenje epilepsije. 
Efavirenz je nenukleotidni inhibitor reverzne transkriptaze. Je indiciran za kombinirano 
protivirusno zdravljenje pri okužbah z HIV-1. Zafirlukast je selektivni kompetitivni 
antagonist levkotrienskih receprtojev D-4 in E-4 in je zdravilo za zdravljenje kronične astme. 
Poznani so tudi inhibitorji HIV proteaze, med katere sodijo ritonavir, amprenavir, atanzavir 
in darunavir (30). 
 
Slika 9: Primeri zdravilnih učinkovin s karbamatno vezjo. 
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2. Načrt dela 
V okviru magistrske naloge bomo pri PS20 in PS80 poskusili zamenjati estersko skupino s 
karbamatno. S tem želimo povečati njihovo kemijsko stabilnost v kislih in bazičnih pogojih 
ter odpornost na encimsko katalizirano hidrolizo. V prvi fazi želimo iz PS20 oz. PS80 
pridobiti POE sorbitan, na katerega želimo v drugi fazi pripeti izbrane alkil izocianate, ki po 
reakciji z alkoholno hidroksilno skupino tvorijo karbamat (Slika 10). Produktom bomo v 
zaključni fazi določili CMC in jo primerjali s CMC PS20. Izračunali bomo tudi okvirne 
vrednosti HLB in naredili medsebojne primerjave. Za zaključek bomo poizkusili preveriti 
stabilnost naših produktov v primerjavi s PS20. 
 
Slika 10: Zgoraj: struktura PS80; spodaj: struktura načrtovanih karbamatnih derivatov PS. 
Na POE sorbitan bomo poizkusili vezati še 3-(trimetoksisilil)propil izocianat. Pripravljeno 
spojino je mogoče vezati na nanodelce, ki imajo na površini silicijev dioksid, katerim bi 
lahko izboljšala biokompatibilnost in koloidno stabilnost.  
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3. Materiali in metode 
3.1. Materiali  
Reagente in topila, ki smo jih uporabili, so od naslednjih proizvajalcev: Acros Organics, 




 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje kemijskih reakcij pri cepitvi 
esterske vezi. Stacionarna faza je bila silikagelska ploščica na aluminijastem nosilcu 
(proizvajalec: Merck KGaA, F254, s plastjo silikagela debeline 0,20 mm, dimenzij 20 × 20 
cm). Za mobilno fazo smo uporabili DKM/MeOH = 9/1, za orositev pa fosfomolibdensko 
kislino. Za detekcijo smo uporabljali tudi UV svetilko (λ = 254 nm). 
 
Spektroskopske metode 
 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
NMR spektre smo posneli na Bruker AVANCE III 400 NMR spektrometru. 1H spektre smo 
posneli pri 400 MHz. Za topila smo uporabili CDCl3, MeOD, DMSO-d6 (interni standard 
TMS) in piridin-d5. NMR spektre smo analizirali v programu MestReNova. 
 Tekočinska kromatografija (LC) sklopljena z masno spektrometrijo (MS) 
Za separacijo končnih spojin smo uporabili UHPLC (tekočinska kromatografija zelo visoke 
ločljivosti) Thermo Fisher Dionex UltiMate 3000, sklopljen s Thermo Fisher QExative Plus 
Orbitrap masnim spektrometrom. Uporabili smo HESI tehniko ionizacije.  
 Fluorescenčna spektrometrija (FS) 
Za določanje CMC smo uporabili Perkin Elmer LS 55 fluorescenčni spektrometer. Snemali 





 Nomenklatura in risanje spojin  
Za risanje struktur in reakcijskih shem, poimenovanje spojin po nomenklaturi IUPAC ter 
izračun molekulskih mas smo uporabili programsko opremo ChemBioDraw Ultra 12.0. 
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4. Eksperimentalni del 
4.1. Cepitev esterske vezi  
4.1.1. Poskus transesterifikacije esterske vezi PS80 z NaOMe 
 
Reakcijska shema 1: Poskus transesterifikacije esterske vezi PS80 z NaOMe – 1. 
Postopek: Najprej pripravimo NaOMe v MeOH. Odmerimo 50 ml brezvodnega MeOH ter 
mu počasi ob mešanju na ledeni kopeli dodamo Na (0,50 g; 21,7 mmol). Ko se ves Na 
raztopi, dodamo med mešanjem pri sobni temperaturi PS80 (10,00 g; 7,6 mmol). Mešamo 1 
h, nato prestavimo bučko na oljno kopel ogreto na 85 °C in mešamo 16 h. Potek reakcije 
preverimo s TLC.  
4.1.2. Poskus aminolize PS80 z NH3 ob prisotnosti NaOMe 
 
Reakcijska shema 2: Poskus aminolize PS80 z NH3 ob prisotnosti NaOMe – 2. 
Postopek: Najprej pripravimo NaOMe v MeOH. Odmerimo 50 ml brezvodnega MeOH ter 
mu počasi ob mešanju na ledeni kopeli dodamo Na (0,50 g; 21,7 mmol). Ko se ves Na 
raztopi, dodamo med mešanjem pri sobni temperaturi PS80 (10,00 g; 7,6 mmol). Po 10 min 
mešanja zmes ohladimo na ledeni kopeli in raztopino 5 min prepihujemo z NH3. Mešamo 1 
h pri sobni temperaturi, nato prestavimo bučko na oljno kopel ogreto na 85 °C in mešamo 





4.1.3. Splošni postopek A 
 
Reakcijska shema 3: Splošna hidroliza PS20. 
PS20 (5,00 g; 4,1 mmol) raztopimo v 5 ml prečiščene vode in dodamo 10 ml reagenta. Bučko 
postavimo na oljno kopel ogreto na 60 °C in mešamo 16 h. Potek reakcije spremljamo s 
TLC. Produkt izoliramo tako, da reakcijsko zmes nakisamo s koncentrirano HCl do pH 0–
2. Dodatno ohladimo na ledeni kopeli in filtriramo s presesavanjem. Uspešnost izolacije 
preverimo s TLC. Vodno fazo nevtraliziramo z Na2CO3 do pH 7–9 in odstranimo topilo pod 
znižanim tlakom. Preostanku v bučki dodamo brezvodni etanol (30 ml) in filtriramo. Filtrat 
posušimo nad brezvodnim Na2SO4, filtriramo in odstranimo topilo pod znižanim tlakom. 
Dodatno odstranimo topilo z vakuumsko črpalko. 
4.1.3.1. Hidroliza PS20 z 400 mM His – 3 
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku A, pri čemer smo kot reagent 
uporabili 400 mM His (10 ml; 4,0 mmol), ki smo mu predhodno uravnavali pH na 5,5. Glede 
na TLC analizo reakcija ni potekla v zadostnem obsegu, zato produkta nismo izolirali. 
4.1.3.2. Hidroliza PS20 z 0,2 M HCl – 4 
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku A, pri čemer smo kot reagent 
uporabili 0,2 M HCl (10 ml; 2,0 mmol). Glede na TLC analizo reakcija ni potekla v 
zadostnem obsegu, zato produkta nismo izolirali. 
4.1.3.3. Hidroliza PS20 z 2,0 M HCl – 5 
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku A, pri čemer smo kot reagent 
uporabili 2,0 M HCl (10 ml; 20,0 mmol). Produkta zaradi težav pri izolaciji nismo izolirali. 
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4.1.3.4. Hidroliza PS20 z 2,0 M NaOH – 6 
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku A, pri čemer smo kot reagent 
uporabili 2,0 M NaOH (10 ml; 20,0 mmol). Izolirali smo oranžen oljni produkt z usedlino, 
mase 3,189 g. Izkoristek = 74,9 %. Postopek smo ponovili še dvakrat z enakim razmerjem 
reagentov in izkoristkoma 88 % in 83 %. 
1H NMR (400MHz, MeOD): δ (ppm) = 3,57 (t,OCH2CH2OH) 3,62–3,69 (m,-OCH2CH2O-) 
1H NMR (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3,41(t-OCH2CH2OH) 3,51 (s-OCH2CH2O-);  
Mr (izračunana) = 1045,17 g/mol; Kemijska formula: C46H92O25 
4.1.3.5. Hidroliza PS80 z 2,0 M NaOH 
 
Reakcijska shema 4: Hidroliza PS80 z 2,0 M NaOH – 7. 
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku A. Namesto PS20 smo raztopili 
PS80 (10,00 g; 7,6 mmol) v 10 ml prečiščene vode in dodali 2,0 M NaOH (20ml; 40 mmol). 
Zaradi težav pri izolaciji produkta 7 nismo izolirali. 
4.2. Sinteza izocianata 
4.2.1. Sinteza (Z)-1-izocianatoktadec-9-ena 
 
Reakcijska shema 5: Sinteza (Z)-1-izocianatoktadec-9-ena – 8. 
Postopek (34): Oleilaminu (4,07 g; 15,3 mmol) dodamo 200 ml DKM in 250 ml nasičene 
raztopine NaHCO3. Bučko ohladimo na ledeni kopeli in po 15 min mešanja dodamo 0,5 
ekvivalenta trifosgena (2,25 g; 7,6 mmol). Mešamo na ledeni kopeli nadaljnjih 30 min. 
Reakcijsko zmes prenesemo v lij ločnik. Organsko fazo speremo z nasičeno raztopino NaCl 
(200 ml), posušimo nad brezvodnim Na2SO4, filtriramo in odstranimo topilo pod znižanim 
tlakom. Preostanek v bučki vakuumsko destiliramo. Izoliramo rumenkasto viskozno 




1H NMR (400MHz, CDCl3): δ (ppm) 0,88 (t,-CH3) 1,20–1,43 (m,-CH2-) 1,55–1,66 (m, -
CH2CH2CH=CH-) 1,03–2,10 (m, -CH2CH=CH-) 3,28 (t, -CH2NCO) 5,31–5,43 (m, -
CH=CH-)  
Mr (izračunana) = 293,49 g/mol; Kemijska formula: C19H35NO 
4.2.2. Sinteza mešanice izocianatov 
 
Reakcijska shema 6: Sinteza mešanice izocianatov – 9. 
Po zgornjem sinteznem postopku pripravimo tudi zmes izocianatov. Skupna masa aminov = 
10 g (100 %). Oktilamin (1,00 g; 7,7 mmol; 10 %), decilamin (1,00 g; 6,4 mmol; 10 %), 
dodecilamin (5,00 g; 27,0 mmol; 50 %), tetradecilamin (1,50 g; 7,03 mmol; 15 %), 
heksadecilamin (0,50 g; 2,1 mmol; 5 %), oleilamin (1,00 g; 3,7 mmol; 10 %) in trifosgen 
(8,00 g; 27,0 mmol). Izkoristek je 78 %, kar znaša 9,135 g produkta 9. 




4.3. Tvorba karbamata 
4.3.1. Splošni postopek B  
Izhodni alkohol/POE sorbitan 6 (2 mmol, 1 ekviv.) raztopimo v 20 ml DKM in dodamo 
katalizator DMAP (4-dimetilaminopiridin) (4 mg; 33 µmol, 0,016 ekviv.). Reakcijsko zmes 
ohladimo na ledeni kopeli in postopoma dodamo izocianat (0,5 ekviv.). Reakcijsko zmes 
mešamo še 24 h, pri čemer pustimo, da temperatura naraste na sobno temperaturo. Produkt 
izoliramo tako, da dodamo ustrezno količino MeOH (8,5 ml), da se oborina povsem raztopi. 
Nato dodamo 1,0 g ionsko izmenjevalne smole Dowex 50WX8-200, ki smo jo predhodno 
sprali z MeOH (3× 10 ml) in zmes mešamo 15 min pri sobni temperaturi. Reakcijsko zmes 
filtriramo in odparimo topilo pod znižanim tlakom. 
4.3.1.1. Tvorba karbamata 10  
 
Reakcijska shema 7:Tvorba karbamata 10. 
Postopek: Spojino smo pripravili po modificiranem splošnem postopku B. Uporabili smo 
PEG 750 monometilni eter (1,50 g; 2,0 mmol), 0,5 ekvivalenta oktadecil izocianata (296 mg; 
1,0 mmol), brez DMAP. Dobimo oljni motni produkt. Reakcija ni uspešno potekla, zato se 
odločimo, da dodamo zrno DMAP in mešamo pri sobni temperaturi do naslednjega dne. 
Produkta ne izoliramo.  
4.3.1.2. Tvorba karbamata 11 
 
Reakcijska shema 8: Tvorba karbamata 11.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo PEG 750 
monometilni eter (1,50 g; 2,0 mmol), 0,5 ekvivalenta dodecil izocianata (241 µl; 1,0 mmol), 
brez DMAP. Dobimo brezbarvni oljni produkt. Reakcija ni uspešno potekla, zato dodamo 




4.3.1.3. Tvorba karbamata 12 
 
Reakcijska shema 9: Tvorba karbamata 12.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo PEG 2000 
monometilni eter (2,00 g; 1,0 mmol), 0,5 ekvivalenta oktadecil izocianata (148 mg; 0,5 
mmol), brez DMAP. Dobimo belo oborino, a produkta ne izoliramo. 
4.3.1.4. Tvorba karbamata 13 
 
Reakcijska shema 10: Tvorba karbamata 13. 
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo POE sorbitan 6 
(1,59 g; 1,5 mmol), 1 ekvivalent oktadecil izocianata (451 mg; 1,5 mmol), brez DMAP. 
Produkta ne izoliramo.  
4.3.1.5. Tvorba karbamata 14 
 
Reakcijska shema 11: Tvorba karbamata 14.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo POE sorbitan 6 
(1,59 g; 1,5 mmol), 1 ekvivalent dodecil izocianata (367 µl; 1,5 mmol), brez DMAP. 






4.3.1.6. Tvorba karbamata 15 
 
Reakcijska shema 12: Tvorba karbamata 15.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo PEG 750 
monometilni eter (1,50 g; 2,0 mmol), 0,5 ekvivalenta oktadecil izocianata (296 mg; 1,0 
mmol). Dobimo belo oborino, a produkta ne izoliramo. 
4.3.1.7. Tvorba karbamata 16 
 
Reakcijska shema 13: Tvorba karbamata 16.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo PEG 750 
monometilni eter (1,50 g; 2,0 mmol), 0,5 ekvivalenta dodecil izocianata (241 µl; 1,0 mmol). 
Dobimo belo oborino, a produkta ne izoliramo. 
4.3.1.8. Tvorba karbamata 17 
 
Reakcijska shema 14: Tvorba karbamata 17.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo PEG 2000 
monometilni eter (2,00 g; 1,0 mmol), 0,5 ekvivalenta oktadecil izocianata (148 mg; 0,5 






4.3.1.9. Tvorba karbamata 18 
 
Reakcijska shema 15: Tvorba karbamata 18.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo POE sorbitan 6 
(1,00 g; 1,0 mmol), 1 ekvivalent oktadecil izocianata (283 mg; 1,0 mmol). Nastane bela 
oborina. Produkt poskušamo izolirati, vendar zaradi slabe topnosti oborine te ne uspemo 
raztopiti z dodatkom metanola reakcijski zmesi. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, 
dodamo MeOH (15 ml) in ohladimo na ledeni kopeli. Po 10 min filtriramo s presesavanjem. 
Bistremu filtratu dodamo ionsko izmenjevalno smolo in nadaljujemo po postopku B. 
Izoliramo 0,728 g oranžne viskozne tekočine, s celokupnim izkoristkom 57 %.  
Mr (izračunana) = 1340,67 g/mol; Kemijska formula: C65H129NO26; HLB (izračunan) = 15,6 
4.3.1.10. Tvorba karbamata 19 
 
Reakcijska shema 16: Tvorba karbamata 19.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo POE sorbitan 6 
(1,00 g; 1,0 mmol) in 1 ekvivalent dodecil izocianata (231 µl; 1,0 mmol). Produkt izoliramo 
ter dobimo rahlo rumenkasto oborino. Masa karbamata 19 je znašala 0,865 g, kar ustreza 72 
% izkoristku. Reakcijo ponovimo s 97 % izkoristkom.  
1H NMR (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 0,85 (s, -CH3) 1,23 (s, -CH2-) 3,41(t) ali 3,34 (s, 
-OCH2CH2OH) 3,51 (s, -OCH2CH2O-) 7,15 (s, -OCONH-) 
Mr (izračunana) = 1256,51 g/mol; Kemijska formula: C59H117NO26; HLB (izračunan) = 16,6; 





4.3.1.11. Tvorba karbamata 20 
 
Reakcijska shema 17: Tvorba karbamata 20.  
Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo POE sorbitan 6 
(1,00 g; 1,0 mmol), 1 ekvivalent 8 (281 mg; 1,0 mmol). Produkt izoliramo ter dobimo 1,226 
g viskozne tekočine oranžne barve, kar ustreza 96 % izkoristku. 
1H NMR (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 0,85 (-CH3) 1,23 (s –CH2-) 3,41(t) ali 3,34 (s-
OCH2CH2OH) 3,51 (s-OCH2CH2O-) 5,32 (t-CH=CH-) 7,06 (s-OCOCNH-);  
Mr (izračunana) = 1338,66 g/mol; Kemijska formula: C65H127NO26; HLB (izračunan) = 15,6; 
CMC = 20,10 mg/l 
4.3.1.12. Tvorba karbamata 21 
 




Postopek: Spojino smo pripravili po splošnem postopku B. Uporabili smo POE sorbitan 6 
(1,00 g; 1,0 mmol) in zmes izocianatov 9 (208 mg; 1,0 mmol). Izoliramo 1,221g viskozne 
tekočine oranžne barve, kar ustreza 100 %. 
Mr (povprečna – izračunana) = 1263,88 g/mol; HLB (izračunan) = 16,5; CMC = 37,86 mg/l 
4.4. Poskus koloidne stabilizacije nanodelcev  
4.4.1. Sinteza iz PEG 750 monometilnega etra 
 
Reakcijska shema 19: Sinteza iz PEG 750 monometilnega etra – 22. 
Postopek: Spojino smo pripravili po prilagojenem splošnem postopku B, tako da smo 
reakcijo izvedli v argonovi atmosferi. Uporabili smo PEG 750 monometilni eter (1,00 g; 1,3 
mmol) in 1 ekvivalent 3-izocianatopropilmetoksisilana (274 µl; 1,3 mmol). Produkta nismo 
izolirali po splošnem postopku B. Produktu smo odstranili le topilo pod znižanim tlakom. 
Dobimo viskozno prozorno raztopino z maso 1,674 g, kar ustreza 131 % izkoristku (produkt 
še zagotovo vsebuje rezidualna topila). 
Mr (povprečna – izračunana) = 955,29 g/mol 
4.4.2. Sinteza iz PEG 2000 monometilnega etra 
 
Reakcijska shema 20: Sinteza iz PEG 2000 monometilnega etra – 23. 
Postopek: Spojino smo pripravili po prilagojenem splošnem postopku B, tako da smo 
reakcijo izvedli v argonovi atmosferi. Uporabili smo PEG 2000 monometilni eter (1,00 g; 
1,0 mmol), 1 ekvivalent 3-izocianatopropilmetoksisilana (103 µl; 1,3 mmol). Produkta 
nismo izolirali po splošnem postopku B. Produktu smo odstranili le topilo pod znižanim 
tlakom. Izolirali smo oborino rdečkaste barve z maso 1,451 g, kar ustreza 132 % izkoristku 
(produkt še zagotovo vsebuje rezidualna topila). 




4.4.3. Sinteza iz POE sorbitana 6 
 
Reakcijska shema 21: Sinteza iz POE sorbitana – 24.  
Postopek: Spojino smo pripravili po prilagojenem splošnem postopku B, tako da smo 
reakcijo izvedli v argonovi atmosferi. Uporabili smo POE sorbitan 6 (1,00 g; 1,0 mmol) in 
0,5 ekvivalenta 3-izocianatopropilmetoksisilana (197 µl; 1,0 mmol). Produkta nismo 
izolirali po splošnem postopku B, le odstranili smo topilo pod znižanim tlakom. Dobimo 
2,728 g oljnega preostanka rdečkaste barve. Izkoristek = 228 % (vsebuje zaostanek topila). 
Mr (povprečna – izračunana) = 1250,46 g/mol 
4.5. CMC 
Priprava raztopin (prilagojeno po 35): 
Osnovno raztopino nilsko rdečega s koncentracijo 1 mg/ml pripravimo tako, da nilsko rdeče 
(1,13 mg; 3,55 mmol) raztopimo v DKM (1,13 ml). Nadalje redčimo osnovno raztopino 
tako, da vzamemo 50 µl pripravljene osnovne raztopine in dodamo 950 µl DKM. Dobimo 
raztopino s koncentracijo 0,05 mg/ml. 
Osnovne raztopine PS20, produkta 19, 20 in 21 s koncentracijo 1 mg/ml pripravimo tako, da 
približno natančno (≈ 1,00 mg) natehtamo PS20 in produkte 19, 20 in 21 (ter dodamo toliko 
prečiščene vode, tako da je končna koncentracija raztopine 1 mg/ml). 
Postopek: V penicilinke odmerimo 25 µl redčene raztopine nilsko rdeče in pustimo 
penicilinke odprte v digestoriju za naslednjih 20 min. DKM mora odpareti. V penicilinke 
nato dodamo ustrezno količino osnovne raztopine PS20, produkta 19, 20 in 21 ter prečiščene 




Tabela 4: Količine reagentov za pripravo analita. 
OR PS20 ali 19, 20, 21 [ml] H20 [ml] c (KR) [mg/ml] 
0,01 3,99 0,0025 
0,02 3,98 0,0050 
0,04 3,96 0,0100 
0,08 3,92 0,0200 
0,16 3,84 0,0400 
0,32 3,68 0,0800 
0,64 3,36 0,1600 
1,28 2,72 0,3200 
Ko imamo raztopine pripravljene, jih 1 h stresamo na stresalniku. Sledi merjenje 
fluorescence. Vse meritve smo izvajali pri temperaturi 25 °C. 
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5. Rezultati in razprava 
5.1. Cepitev esterske vezi 
5.1.1. Poskus transesterifikacije esterske vezi PS80 z NaOMe 
Alkoksidi RO- so konjugirane baze alkoholov. Navadno jih pripravimo z raztapljanjem 
elementarnega natrija v ustreznem alkoholu. Za sintezo so potrebni brezvodni pogoji, saj ob 
prisotnosti vode v burni reakciji nastane tudi NaOH (31). Potem, ko smo pripravili alkoksid, 
smo dodali PS80 in mešali preko noči. Na podlagi TLC smo opazili, da je reakcija delno 
potekla. V primerjavi s standardom PS80 opazimo, da je lisa reakcijske zmesi pripotovala 
dlje (Rf = 0.72), kar nakazuje na cepitev esterske vezi in tvorbo metilnega estra maščobne 
kisline. Raztopina je po ohladitvi ostala bistra, kar nakazuje na topnost nastalega produkta 
metilnega estra. Slednjega smo želeli ekstrahirat v heksan, vendar se je tja porazdeljeval tudi 
naš produkt 1. Obenem sta se zaradi prisotnosti nezreagiranega PS80, ki je površinsko 
aktivna snov, organska in vodna faza v večji meri pomešali, zato nismo naprej razvijali 
opisano sintezo spojine 1. 
5.1.2. Poskus aminolize PS80 z NH3 ob prisotnosti NaOMe 
V literaturi je kar nekaj primerov aminolize estrov z amonijakom, slednja poteče zelo 
učinkovito, kadar je karboksilna skupina vezana na elektron-privlačno skupino. V primeru 
PS80 ne gre za posebno aktiviran ester, v tem primeru kot katalizator uporabljamo tudi 
NaOMe. Pri reakciji amonijaka s PS80 bi tako nastal v metanolu slabo topen karboksamid, 
ki bi ga lahko odstranili s filtracijo. Vendar je reakcija potekla glede na TLC v zelo 
omejenem obsegu, zato nismo naprej razvijali opisano sintezo spojine 1. 
5.1.3. Hidroliza PS20 z 400 mM His 
Za to reakcijo smo se odločili, ker je dobro opisana v članku Brovč in sodelavci (11). Namreč 
pufer histidin/histidinijev klorid katalizira hidrolizo esterske vezi tudi pri PS. Reakcija v 
našem primeru ni potekla dovolj hitro, verjetno bi bilo treba pustiti reakcijo teči dlje časa. V 
reakcijsko zmes smo dodali toliko NaOH, da smo dobili 2,0 M raztopino NaOH. Po enem 
dnevu mešanja smo opazili nastanek oborine. Gre za dokaz, da je reakcija z NaOH 
najprimernejša izbira, tako za sam potek reakcije, kot tudi kasnejšo izolacijo.  
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5.1.4. Hidroliza PS20 z 0,2 M HCl 
Reakcija ni potekla. To smo opazili na prvi pogled in tudi s TLC. Za večji obseg reakcije je 
potrebna bolj koncentrirana kislina. Ponovimo poskus z NaOH iz prejšnje reakcije in dobimo 
enak rezultat. 
5.1.5. Hidroliza PS20 z 2,0 M HCl 
Gre za obojesmerno reakcijo (Slika 11). Sami si želimo razgradnje estra, zato je potrebno v 
reakcijsko zmes dodati prečiščeno vodo v prebitku. V nasprotni smeri, ko je vode v 
primanjkljaju, nastaja ester (36). 
 
Slika 11: Mehanizem razgradnje estra s kislino. 
Po ohladitvi reakcijske zmesi opazimo, da je reakcija potekla. Nastala je bela oborina. 
Prisotnost maščobnih kislin potrdimo tudi s TLC. Opazimo liso, ki je v primerjavi s 
standardom PS20 (Rf = 0,69) pripotovala dlje (Rf = 0,76). Odločimo se za izolacijo po 
standardnem postopku A. Izpustimo le začetni del, saj je reakcijska zmes dovolj nakisana, 
njen pH je bil 2. Pri izolaciji so se nam pojavile težave. Reakcijska zmes ni vsebovala 
maščobnih kislin v obliki oborine, ki bi jo lahko preprosto odstranili s presesavanjem. Bila 
je bela gostejša zmes oz. lahko bi rekli, da je bila emulzija. Posledično so maščobne kisline 
zaostale tudi v filtratu. Posledica je verjetno krajši obseg reakcije in topnost maščobnih kislin 
v zmesi. Za to bi lahko bila odgovorna premajhna količina vode. Če bi je dodali več, bi 
kasneje imeli problem z njenim odstranjevanjem, saj je vodo težko odpariti. Druga možnost 
je, da so nezreagirani PS tvorili z vodno in maščobno fazo emulzijo. Za večji obseg reakcije 




5.1.6. Hidroliza PS20 z 2,0 M NaOH 
Za cepitev esterske vezi je bila najbolj učinkovita bazična hidroliza estra oz. saponifikacija 
(Slika 12). Saponifikacija je specifičen izraz za hidrolizo trigliceridov pri tvorbi mil. Ključni 
pogoji za izvedbo reakcije so močna baza v pribitku in segrevanje. Hidroksilni anion kot 
nukleofil napade elektrofilni ogljik karbonilne skupine esterske vezi. Tvori se nestabilni 
tetraedrični intermediat, ki razpade, pri čemer nastane karboksilna kislina in alkoksid. Le-ti 
delujejo bazično in kislini odcepijo proton, pri čemer nastane alkohol. Če se milo nakisa, 
dobimo slabo topno maščobno kislino, kar smo izkoristili pri izolaciji (36, 37). 
 
Slika 12: Mehanizem hidrolize estra z bazo. 
Na samem TLC vidimo maščobne kisline v obliki soli z Na na dnu. Reakcijsko zmes smo 
nakisali s koncentrirano HCl do pH 0–2, maščobne kisline se izoborijo in jih lahko 
odfiltriramo. Po nevtralizaciji z Na2CO3 smo uparili topilo pod znižanim tlakom in zaostanek 
suspendirali v brezvodnem etanolu. Suspenziji smo dodali brezvoden Na2SO4 in netopen 
zaostanek odfiltrirali, tako smo iz raztopine odstranili v etanolu slabo topen NaCl, ki nastane 
pri nevtralizaciji, in vodo. Produkt smo dodatno sušili z vakuumsko črpalko, saj bi voda 
kasneje lahko reagirala z izocianati do aminov. 
Iz NMR analize (Slika 13) vidimo, da sta reakcija in izolacija uspešno potekli. V oborini, ki 
se je nabrala na filter papirju vidimo maščobne kisline, v oljnem zaostanku pa POE sorbitan.  
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Slika 13: NMR spektri oborine (lavrinska kislina), oljnatega zaostanka (POE sorbitan) in 
standarda PS20. 
Reakcijo smo ponovili tudi s PS80, vendar se zaradi prisotnosti dvojne vezi v oleinski kislini 
ta ni oborila. Posledično je nismo odstranili s filtriranjem. Poskusili smo z ekstrakcijo z 
dietiletrom oz. EtOAc, kjer smo pa naleteli na podobne težave kot pri ekstrakciji reakcije z 
2,0 M HCl. Verjetno bi oleinska kislina precipitirala pri nižjih temperaturah, a slednjega 
nismo preizkusili, saj je bila sinteza do POE sorbitana 6 iz PS20 bistveno enostavnejša.  
5.2. Sinteza (Z)-1-izocianatoktadec-9-ena in zmesi 
izocianatov 
Postopek smo prilagodili glede na članek Liu in sodelavci (34). Trifosgen reagira z aminom 
trikrat, v našem primeru z oleilaminom oz. zmesjo aminov (Slika 14). Potrebujemo 1/3 
ekvivalenta trifosgena glede na amin, a smo ga dodali nekoliko v prebitku, saj lahko reagira 
tudi z vodo, ki je zagotovo tudi prisotna v reakcijski zmesi. V prvi fazi reagira sam trifosgen 
nadalje pa dvakrat izstopajoči fosgen. Pri reakciji se kot stranski produkt sprošča HCl, za 






-CH3 -OOCCH2- -OOCCH2CH2- 
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produkt smo pridobili z vakuumsko destilacijo. Glede na NMR smo pridobili zelo čist 
izocianat.  
 
Slika 14: Mehanizem reakcije izocianata. 
Po slednjem postopku smo pripravili tudi zmes izocianatov. Glede na farmakopejo sta tako 
PS80 kot tudi PS20 zmesi različnih molekul, ki se med drugim razlikujejo tudi po dolžini in 
nasičenosti maščobne kisline. Da PS »neselektivno« stabilizirajo širok nabor strukturno zelo 
različnih proteinov, nekateri pripisujejo ravno dejstvu, da gre za zelo heterogeno zmes 
spojin. Tako je velika verjetnost, da se bo znotraj zmesi molekul našla neka podskupina, ki 
bo tvorila ugodne interakcije s proteinom in stabilizirala formulacijo. V primeru, da bi šlo le 
za eno spojino, bi ta bila verjetno dobra le za specifične formulacije. V našem primeru je 
bila heterogenost POE sorbitana zagotovljena, z zmesjo aminov pa smo želeli zagotoviti še 
heterogenost v dolžini in nasičenosti alkilne verige. Najboljši nadzor nad sestavo 
karbamatov oz. izocianatov bi imeli, če bi pripravili mešanico izocianatov iz čistih 
izocianatov. Slednji so relativno dragi, poleg tega pa je trifosgen toksičen. Zato smo 
pripravili zmes aminov, ki smo jo nato pretvorili v izocianate, pravilneje (a časovno 
zahtevnejše) bi bilo, da bi tvorili vsakega posebej in nato pripravili zmes izocianatov. 
Namreč, zaradi različnih izkoristkov, predvsem pa vakuumske destilacije, natančne sestave 
zmesi izocianatov ne poznamo. 
5.3. Tvorba karbamata 
Optimizacijo reakcijskih pogojev smo izvajali na komercialno dostopnem monometilnem 
etru PEG. Idealno za potek reakcije bi bilo, da razen topila ne bi potrebovali katalizatorja, a 
reakcija brez prisotnosti slednjega ni potekla v želenem obsegu. Kot najprimernejši 
katalizator se je izkazal DMAP, ki je zelo pospešil potek reakcije, kar je dobro vidno na sliki 
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16. Ali je reakcija potekla, je bilo že dobro vidno po uparitvi topila pod znižanim tlakom; v 
reakcijski zmesi, kjer je bil prisoten DMAP, je nastala bela oborina, medtem ko je reakcijska 
zmes brez DMAP ostala viskozna tekočina. Optimizirane reakcijske pogoje smo prenesli 
tudi na reakcije s produktom 6. Brez katalizatorja je reakcija prav tako potekla, saj je bila 
vidna bela oborina. Predhodno smo ugotovili, da je katalizator pomemben za tvorbo 
končnega karbamata. Smatramo, da reakciji brez DMAP nista potekli v polnem obsegu. V 
zmesi so verjetno tudi nezreagirani reaktanti oz. stranski produkti. 
 
Slika 15: Levo reakcija z DMAP in desno brez DMAP. 
DMAP je piridinski derivat. Njegova bazičnost je šibka, nukleofilnost pa razmeroma visoka. 
Namen pomožnih nukleofilov je skrajšanje reakcijskega časa, zmanjšanje racemizacije in 
zmanjševanje nastanka stranskih produktov.  
 
Slika 16: Mehanizem katalize DMAP pri tvorbi karbamata. 
V DMAP imamo na dušikovem atomu v aromatskem obroču prost elektronski par (Slika 
16). Le-ta reagira kot nukleofil s karbonilno skupino izocinata. Nastane N-karbonilamid-4- 
dimetilaminopiridin, z izraženimi elektrofilnimi lastnosti in sposobnostjo nadaljnje reakcije 
s hidroksilno skupino. Tako DMAP pospeši reakcijo in ob enem zmanjša nastanek stranskih 
produktov. DMAP pa ima tudi slabosti; je toksičen, pri čemer je možna absorpcija skozi 
kožo (31). Zato je bilo nujo, da smo po reakciji odstranili DMAP iz reakcijske zmesi. Ker je 
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DMAP bazičen, smo metanolni raztopini produkta dodali ionsko-izmenjevalno smolo 
Dowex 50WX8-200, ki ima na površini kislo sulfonsko kislino, s katero tvori DMAP sol in 
tako ostane vezan na površino zrn ionsko-izmenjevalne smole. Uspešno odstranitev DMAP 
lahko vidimo tudi iz NMR analize; na sliki 17 vidimo NMR čistega DMAP, na sliki 18 pa 
spektra pred tretiranjem produkta z Dowex 50WX8-200 in po tretiranju. 
 




Slika 18: Spektra pred in po tretiranju produkta z Dowex 50WX8-200. 
5.4. Poskus koloidne stabilizacije nanodelcev 
Ker so produkti POE sorbitana biokompatibilni in poleg tega zavirajo agregacijo, bi lahko 
bili uporabni tudi pri stabilizaciji nanodelcev. Tako smo namesto izocianata z alkilno verigo 
uvedli izocianat s trimetilsililno skupino (3-izocianatopropilmetoksisilan). Slednja se lahko 
ob hidrolizi sililnih etrov kovalentno veže na površino silicijevega dioksida. Razmerje, ki 
smo ga upoštevali za sintezo produkta 24, je bilo 2 (produkt 6):1 (3-
izocianatopropilmetoksisilan). Za takšno razmerje smo se odločili zaradi selektivnejše 
reakcije, saj smo želeli uvesti karbamat le na eno OH skupino POE sorbitana. V primerjavi 
s splošnim postopkom B, smo reakcije izvajali pod argonovo atmosfero. Želeli smo izvajati 
reakcijo v brezvodnih pogojih z namenom, da preprečimo vstop vode, ki bi lahko povzročila 
hidrolizo 3-izocianatopropilmetoksisilana. Produkta reakcije nismo posebej izolirali, le 
uparili smo topilo in predali reakcijsko zmes sodelavcem na IJS. Če bi želeli izolirati čisti 
produkt, bi verjetno med izolacijo potekla hidroliza trimetoksisilana, tudi zato spojino nismo 
analitsko potrdili. Uvedbe pripravljene spojine na nanodelce z oblogo silike so izvedli kolegi 
na IJS, vendar derivatizacija površine nanodelcev ni bila prav uspešna. Najverjetneje je 






derivatizacije POE sorbitana izvesti z izocianatom z manj reaktivno trietilsililno skupino 
(npr. 3-izocianatopropiletoksisilan). 
5.5. Izbira topila za izolacijo 
Prvotno smo poskušali izolirati produkt 17 iz MeOH, vendar oborina v MeOH ni bila topna 
in posledično je naš produkt zastal na filter papirju. Glavni razlog je v daljšem lipofilnem 
delu z 18. C atomi. Odločili smo se, da poiščemo pravo topilo, v katerem se bo produkt 
povsem raztopil (Tabela 5). Uporabili smo okrog 20 mg produkta 12 in 4 ml različnih topil. 
Odločili smo se za produkt 12, ker gre za produkt z daljšimi verigami, največjo molekulsko 
maso in s tem smo pričakovali težjo topnost. Pri sobni temperaturi se produkt 12 ni raztopil 
v nobenem topilu, zato smo segrevali in dosegli topnost v vseh topilih. Najboljša topnost je 
bila v DKM/MeOH = 70/30, saj je zmes ostala raztopina tudi po ohladitvi. Najslabša je bila 
v EtOAc oz. dietiletru, saj se je oborina ponovno pojavila le po nekaj minutah hlajenja.  
Tabela 5: Topnost produkta 12. 
Topilo Sobna temperatura Povišana temperatura Po 15 min ohladitve  
MeOH NE DA NE 
EtOH NE DA NE 
Aceton NE DA NE 
Dietileter NE DA NE 
EtOAc NE DA NE 
DKM/MeOH = 70/30 NE DA DA 
DKM/MeOH = 50/50 NE DA DA 
 
Topilo DKM/MeOH =70/30 smo nato uporabljali nadalje pri izolaciji produkta 18 in 19. Pri 
izolaciji produkta 18 smo dodali topilo. Opazili smo, da se oborina ni raztopila. Zmes smo 
segreli, vendar nismo uspeli povsem raztopiti produkta. Ker nekaterih produktov nismo 
uspeli povsem raztopiti, smo netopni del izgubili pri filtraciji. Verjetno gre za polikarbamate, 
ki imajo slabšo topnost. V filtratu so se tako zbrali pretežno monokarbamati, vendar tega ne 




Intenzitete signalov smo odčitali pri valovnih dolžinah, kjer je bil maksimum emisije najbolj 
koncentrirane raztopine. Značilno je, da se maksimum emisije pri nizkih koncentracijah 
pojavi okrog vrednosti 660 nm, ki predstavlja emisijski maksimum barvila nilsko rdečega v 
vodi; pred tvorbo micelov ima namreč nilsko rdeče malo interakcij s PAS in je odziv enak 
raztopini nilsko rdečega v vodi. Ob tvorbi micelov se emisijski maksimum značilno 
premakne proti nižjim valovnim dolžinam, ker fluorofor preide v bolj lipofilno okolje (35). 
 
Slika 19: Graf odvisnosti intenzitete signala PS20 od λ. 
Tabela 6: Meritve za PS20 pri λ 637,5 nm. 
c (PS20) [mg/ml] log (c (PS20)) Intenziteta signala 
0,005 –2,31 20,81 
0,010 –2,00 36,61 
0,020 –1,70 80,91 
0,040 –1,40 163,89 
0,080 –1,10 326,94 
0,160 –0,80 563,78 








































Iz dobljenih rezultatov smo narisali graf logaritemskih vrednosti koncentracij v odvisnosti 
od intenzitete signala. Narisali smo dve premici. Prva zajema položnejše točke na grafu. 
Točke pri nižjih koncentracijah prikazujejo raztopino brez micelov. V tej fazi se PAS 
porazdeljujejo na medfazni površini. Druga premica zajema rastoče točke na grafu pri višjih 
koncentracijah. Gre za stanje, ko PAS zasedejo ves prostor na medfazni površini in se 
začnejo tovoriti miceli. Presečišče obeh premic predstavlja CMC. To je koncentracija PAS, 
pri kateri se začnejo tvoriti miceli. Iz enačb obeh premic smo izračunali presečišče ter tako 
določili CMC vrednost. 
 
Slika 20: Graf odvisnosti intenzitete signala od logaritma koncentracije PS20. 
Tabela 7: Presečišče za PS20. 
Presečišče x y c PS20 [mg/ml] c PS20 [mg/l] 
 –1,51 95,42 0,03118 31,18 
 
y = 99,829x + 245,77
R² = 0,9302




























Slika 21:Graf odvisnosti intenzitete signala 19 od λ. 
Tabela 8: Meritve za 19 pri λ 638 nm. 
c (19) [mg/ml] log (c (19)) Intenziteta signala 
0,0025 –2,60 3,68 
0,005 –2,30 7,02 
0,010 –2,00 4,89 
0,020 –1,70 3,63 
0,040 –1,40 8,89 
0,080 –1,10 14,64 
0,160 –0,80 32,46 


































Slika 22: Graf odvisnosti intenzitete signala od logaritma koncentracije 19. 
Intenziteto signala za koncentracijo končne raztopine 0,005 mg/ml z logaritemsko 
vrednostjo –2,30 smo zaradi izstopanja od ostalih vrednosti zanemarili.  
Tabela 9: Presečišče za 19. 
Presečišče x y c 19 [mg/ml] c 19 [mg/l] 
 –1,37 4,24 0,04249 42,49 
y = 60,203x + 86,817
R² = 0,9121



























Slika 23: Graf odvisnosti intenzitete signala 20 od λ. 
Tabela 10: Meritve za 20 pri λ 615 nm. 
c (20) log (c (20)) Intenziteta signala 
0,0025 –2,60 9,25 
0,005 –2,30 9,95 
0,010 –2,00 26,06 
0,020 –1,70 40,31 
0,040 –1,40 84,73 
0,080 –1,10 158,86 
0,160 –0,80 196,83 

































Slika 24: Graf odvisnosti intenzitete signala od logaritma koncentracije 20. 
Tabela 11: Presečišče za 20. 
Presečišče x y c 20 [mg/ml] c 20 [mg/l] 
 –1,70 37,87 0,02010 20,10 
 
 
Slika 25: Graf odvisnosti intenzitete signala 21 od λ. 
y = 180,64x + 344,39
R² = 0,9849


























































Tabela 12: Meritev za 21 pri λ 617,5 nm. 
c (21) log (c (21)) Intenziteta signala 
0,0025 –2,60 4,34 
0,005 –2,30 7,89 
0,010 –2,00 14,16 
0,020 –1,70 42,67 
0,040 –1,40 117,58 
0,080 –1,10 242,05 
0,160 –0,80 493,56 
0,320 –0,49 816,47 
 
 
Slika 26: Graf odvisnosti intenzitete signala od logaritma koncentracije 21. 
Tabela 13: Presečišče za 21. 
Presečišče X y c 21 [mg/ml] c 21 [mg/l] 
 –1,42 46,62 0,03786 37,86 
 
Signali pri produktih 19 in 20 so nižji v primerjavi s PS20 in produktom 21. Vzrok je 
najverjetneje v tem, da ima PS20 manj polarno estersko skupino v primerjavi s karbamatno 
skupino produkta 21. Nilsko rdeče ima v polarnejših topilih nižje kvantne izkoristke, kar se 
y = 40,279x + 103,89
R² = 0,8078





























odraža v manjši intenziteti fluorescence. CMC se med seboj razlikujejo, kar je v skladu s 
pričakovanji. Najvišjo CMC ima produkt 19, saj ima najkrajši lipofilni del. Sledi produkt 21, 
PS20 in produkt 20 z najdaljšim lipofilnim delom. Če med seboj primerjamo PS20 in produkt 
21 ugotovimo, da je CMC produkta 21 nekoliko višji. K temu bi lahko pripomogla 
karbamatna vez. V literaturi je vrednost CMC za PS20 60 mg/l (23), sami pa smo določili 
za polovico manjši CMC. Iz literaturnih podatkov ne vemo, kako je bila določena CMC za 
PS20 oz. katero tehniko so uporabili, že tu so lahko razhajanja v rezultatu. Kljub temu je naš 
rezultat za PS20 v istem velikostnem razredu kot literaturni podatek, predvsem pa nam 
koristi v relativnem smislu, saj lahko vrednotimo CMC pripravljenim produktom glede na 
CMC PS20.  
Tabela 14: CMC vrednosti. 
 PS20 19 20 21 
CMC [mg/l] 31,18 42,49 20,10 37,86 
 
5.7. HLB izračuni 
Izračunali smo HLB vrednosti naših produktov, kot tudi PS20 in PS80 (Tabela 15). 
Izračunana HLB PS se razlikujeta od vrednosti, ki smo jih omenili v uvodu. HLB (PS20) = 
16,7 (23), mi smo izračunali vrednost 17,0. HLB (PS80) = 15,0 (24) izračunali smo 15,9. 
Razlika je posledica njihovega določanja (14). Če HLB izračunamo, upoštevamo, da gre za 
monoester POE sorbitana z lavrinsko kislino oz. oleinsko kislino. Pri praktičnem določanju 
pa je sestava lahko povsem drugačna. Prisotni so tudi poliestri, prav tako pa lipofilni del ne 
predstavlja le ena maščobna kislina. HLB vrednosti naših produktov so v skladu s 
pričakovanji. Produktu 19, z najkrajšim lipofilnim delom, smo naračunali največjo vrednost 
HLB 16,6. Najmanjšo vrednost HLB imata produkta 18 in 20, saj imata najdaljši lipofilni 
del. Obenem sta ta lipofilna dela primerljiva po molski masi, zato sta vrednosti enaki 15,6. 
Produkt 21, ki vsebuje zmes karbamatov, ima primerljivo vrednost s produktom 19 na račun 
večjega deleža krajših lipofilnih delov, ta vrednost je 16,5. 
Tabela 15: Izračunane HLB vrednosti. 
 PS20 PS80 18 19 20 21 
HLB 17,0 15,9 15,6 16,5 15,6 16,5 
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5.8. LC/MS analiza produktov 
Sestavo vseh produktov, ki smo jih pripravili, smo analizirali s tekočinskim kromatografom 
sklopljenim z masnim spektrometrom, z metodo opisano v Brovč in sodelavci (38). Zaradi 
velike količine podatkov smo v magistrski nalogi predstavili kromatograme in masne spektre 
le za produkt 18 (Slika 27–30). Pripravljeni karbamati imajo podoben profil elucije kot PS20 
oz. PS80; najprej se eluirajo nederivatizirani POE sorbidi oz. POE sorbitani, nato POE 
sorbitan monokarbamati in POE izosorbid monokarbamati. Za razliko od PS20, ki ima vedno 
prisotne tudi diestre, dikarbamatov nismo detektirali. Morda smo na kromatograf injicirali 
prenizke koncentracije karbamatov ali pa je koncentracija teh pod mejo detekcije. Nasploh 
so bili odzivi za pripravljene karbamate relativno nizki v primerjavi z nederivatiziranimi 
POE sorbitani in POE sorbidi. Možno je, da je slednjih res več kot karbamatov, ni pa nujno. 
Bolj nedvoumen odgovor glede sestave bi dobili, če bi imeli na voljo CAD detektor, katerega 
odziv je odvisen od masne koncentracije. Iz istih razlogov nismo podrobneje analizirali 
stabilnosti karbamatov, saj iz kromatogramov nismo uspeli priti do nedvoumnega zaključka. 
Signal za karbamate je bil namreč vedno prisoten, vendar ne moremo nedvoumno zaključiti, 
da so karbamatni analogi kemijsko stabilnejši, čeprav se to nakazuje. Poleg tega so bili v 
kromatogramu za karbamate prisotni tudi močni odzivi za spojine, tipično prisotne v 
izhodnem PS20 (npr. signal pri 17,90 min Slika 27), ki pa jih z NMR nismo zaznali oz. je 
njihova koncentracija verjetno prenizka, a očitno zelo dobro ionizirajo in dajejo močan 
odziv. Sicer imajo pripravljeni karbamati zelo podoben profil ionizacije kot PS20 oz. PS80. 
Prav tako se dobro vidi v masnih spektrih heterogenost v številu etilenglikolnih enot, pri 
enkrat nabitih spojinah se posamezni vrhovi razlikujejo za m/z 44, kolikor znaša masa -
OCH2CH2- oz. za 22 pri spojinah z dvema nabojema.  
 
Slika 27: Totalni ionski kromatogram produkta 18. A - nezaestreni POE izosorbidi in 





Slika 28: Masni spekter produkta 18 ob času 6,27 min, ko se eluirajo nederivatizirani POE 
izosorbidi in POE sorbitani. Signala označena z rdečo z m/z 465,2854 [M+2NH4]
2+ oz. 
912.5363 [M+NH4]
+ pripadata nezaestrenemu izosorbidu s 17 etilen glikolnimi enotami. 
Signala označena z modro z m/z 584,3561 [M+2NH4
+]2+ oz. 1150.6783 [M+NH4
+]+ 




Slika 29: Masni spekter produkta 18 ob času 16,17 min, ko se eluirajo POE sorbitan 
karbamati. Z rdečo sta označena signala, ki pripadata POE sorbitan oktadecil kabamat z 22 
etilenglikolnimi enotami (A). Pri podrobnejši analizi signalov z enim pozitivnim nabojem 
iste spojine se izkaže, da se spojina nahaja v obliki aduktov z natrijem oz. amonijakom (B). 
Najmočnejši odziv za isto spojino pa dajejo dvakrat nabiti adukti z natrijema, amonijakoma 













Slika 30: Masni spekter produkta 18 ob času 16,94 min, ko se eluirajo POE izosorbid 
karbamati (A). Pri podrobnejši analizi signalov z enim pozitivnim nabojem iste spojine se 
izkaže, da se ta ionizira pretežno kot adukt z natrijem oz. amonijakom (B). Primerljiv odziv 
za isto spojino z dvema nabojema pa so adukti z dvema natrijema, amonijakom in protonom 










Z namenom, da izboljšamo kemijsko stabilnost PS, smo v okviru magistrske naloge 
sintetizirali štiri karbamatne analoge PS. V prvi fazi magistrske naloge smo iskali ustrezne 
reakcijske pogoje za cepitev esterske vezi. Izkazalo se je, da POE sorbitan najlažje 
pridobimo iz PS20 s hidrolizo z 2,0 M NaOH. Reakcija je potekla hitro, v polnem obsegu, 
prav tako pa je bila enostavna tudi izolacija. Pridobljeni POE sorbitan nam je v drugi fazi 
služil kot izhodna snov za sintezo karbamatnih analogov, ki smo jih pripravili z reakcijo med 
ustreznim izocianatom in POE sorbitanom. Pri sintezi smo uporabili dva komercialno 
dostopna izocianata z alifatsko verigo dolžine 12 oz. 18 ogljikovih atomov. Zadnji se je 
izkazal za manj uporabnega, saj je bil slabše topen v metanolu, diklorometanu in vodi, kar 
je oteževalo izolacijo. Pripravili smo tudi izocianat iz oleilamina in mešanico izocianatov, s 
katero smo želeli zagotoviti heterogenost v dolžini in nasičenosti alkilne verige. Želeli bi si 
sicer točno definirano sestavo, vendar smo zaradi nedostopnosti komercialnih reagentov oz. 
toksične sinteze iz trifosgena le-to opustili. Ugotovili smo, da je za popolnejši potek reakcije 
pomemben katalizator DMAP. Slednjega smo nato popolnoma odstranili z ionsko 
izmenjevalno smolo Dowex 50WX8-200. Vsem spojinam smo na podlagi določitve CMC 
in izračunanih vrednosti HLB dokazali površinsko aktivne lastnosti. Najvišjo CMC je imel 
produkt 19 (42 mg/l) z najkrajšim lipofilnim delom in najnižjo produkt 20 (20 mg/l) z 
najdaljšim lipofilnim delom. Produktu 19, z najkrajšim lipofilnim delom, smo izračunali 
največjo vrednost HLB 16,6. Najmanjšo vrednost HLB 15,6 pa sta imela produkta 18 in 20, 
saj imata najdaljši lipofilni del. Ker so produkti POE sorbitana biokompatibilni in poleg tega 
zavirajo agregacijo, bi lahko bili uporabni tudi pri stabilizaciji nanodelcev. Na njih smo 
poskusili uvesti trimetilsilino skupino, vendar uvedba na nanodelce ni bila prav uspešna. 
Najverjetneje je prišlo do hidrolize sililnih etrov, preden bi lahko ti reagirali s silicijevim 
dioksidom na površini nanodelcev. Sestavo naših karbamatnih analogov smo analizirali s 
tekočinskim kromatografom sklopljenim z masnim spektrometrom. Odzivi so bili za 
pripravljene karbamate relativno nizki v primerjavi z nederivatiziranimi POE sorbitani, 
vendar je tu lahko vzrok v različni stopnji ionizacije. Tudi zato ne moremo nedvoumno 
zaključiti, da so karbamatni analogi kemijsko stabilnejši od PS20, čeprav se to nakazuje. 
Bolj nedvoumne boljše rezultate bi dobili s CAD detektorjem, katerega odziv je odvisen od 
masne koncentracije. Vsekakor imajo karbamatni analogi PS potencial za nadaljnji razvoj.   
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